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摘要 :【 目 的】DNA 甲 基 化 是 基因 修饰 的 一 种 重要 方式 ,主要 可 以 形成 5- 甲 基 胞 喀 喧 (SmC fe 6- 
甲 基 腺 嗓 叭 (6mA) 等 。 目 前 关于 5mC 的 研究 比较 多 ,而 关于 6mA 在 真 核 生 物 中 的 研究 则 较 少 。 
沃 尔 巴 克 氏 体 Wolbachia 是 昆虫 中 最 常见 的 共生 菌 之 一 ,可 通过 多 种 方式 操纵 宿主 生殖 ,其 中 最 常 
见 的 就 是 引起 精 卵 细胞 质 不 亲 和 (cytoplasmic incompatibility, CI) , 即 感染 Wolbachia 的 雄性 与 未 感 
染 的 唆 性 宿主 交配 后 ,胚胎 致死 ,但 其 机 制 还 不 清楚 。 本 研究 拟 从 6mA 甲 基 化 的 角度 ,探讨 
Wolbachia 影响 果 蝇 生殖 的 分 子 机 制 。【 方 法 ] 以 模式 生物 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 为 材料 ， 
通过 实时 荧光 定量 PCR 方法 ,检测 Wolbachia RAI X 38:48 S£ p $2153 个 交配 组 [TT( 对照, 父 
母 本 都 未 感染 ),， TW( 父 本 未 感染 , 母 本 感染 ,胚胎 感染 ,可 发 育 ) 和 WT(CI， 致死 )] 早 期 胚胎 中 
DNA 6mA 去 甲 基 化 酶 基因 DMAD 的 表达 变化 。【 结果 】Wolbachia 感染 可 显著 上 调 1 日 龄 果 蝇 精 集 
中 DMAD 的 表达 水 平 ,而 对 卵巢 中 DMAD 的 表达 没有 显著 影响 。 在 产 卵 后 0.5 h P EATR) 
的 胚胎 中 ,CI 胚胎 的 DMAD 表达 水 平 极 显著 高 于 可 正常 发 育 的 胚胎 (TT 和 TW); 在 3 的 胚胎 (中 
党 胚 过 渡 期 ) 中 ,TW 和 CI 胚胎 中 DMAD 的 表达 量 都 极 显著 高 于 对 照 组 ;在 6h 的 胚胎 (中 崇 胚 过 
ŽE) PF,C 胚胎 中 DMAD 的 表达 量 相 对 最 低 。 【结论 ] Wolbachia 感染 可 能 通过 干扰 宿主 果 蝇 精 业 
中 6mA 甲 基 化 水 平 对 精子 产生 修饰 ,导致 其 与 正常 未 感染 的 卵子 受精 后 胚胎 致死 。 
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Effects of Wolbachia infection on the expression of DNA 6mA demethylase 


gene DMAD in gonads and early embryos of Drosophila melanogaster 
ZHANG Wei, ZHENG Ya, WANG Yu-Feng” (School of Life Sciences, Hubei Key Laboratory of Genetic 
Regulation and Integrative Biology, Central China Normal University, Wuhan 430079, China) 
Abstract: [ Aim] DNA methylation is one of the important ways of gene modification, mainly resulting in 
5mC and 6mA. At present, there have been many studies related to SmC, while studies on 6mA in 
eukaryotes are rare. Wolbachia bacteria are endosymbionts frequently found in insects. They can mediate 
their hosts" reproduction via several strategies. Cytoplasmic incompatibility ( CI) is the most common 
defect induced by Wolbachia , which arrests the development of embryos from uninfected females that are 
mated with Wolbachia-infected males. The molecular mechanisms of CI, however, are not clear. The aim 
of this study is to investigate the mechanisms of Wolbachia affecting the reproduction of Drosophila from 
the viewpoint of 6mA methylation. [Methods] The model organism D. melanogaster was used as the test 


insect. Quantitative RT-PCR was adopted to detect the expression levels of DNA 6mA demethylase gene 
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(DMAD) in testes, ovaries and early embryos of Wolbachia-infected and uninfected D. melanogaster 


flies. The embryos examined were from three different crosses; TT (the control, with both males and 


females uninfected), TW (viable, males were uninfected while females were Wolbachia-infected) , and 
WT (lethal CI embryos, with males Wolbachia-infected and females uninfected). [Results] Wolbachia 
infection significantly up-regulated the expression of DMAD in testes of 1-day-old flies, but had no effects 


on DMAD expression in ovaries. In early CI embryos (0.5 h, pre-midblastula transition ), DMAD 


expressionin level was significantly higher than those of the control and TW embryos. In the embryos at 


midblastula transition (3 h), the transcriptional levels of DMAD in TW and CI were extremely higher 


than that in the control embryos. In 6 h embryos ( post-midblastula transition ) , however, DMAD 


expressionin level was the lowest in CI embryos as compared with the control and TW embryos. 


[ Conclusion] Wolbachia infection may significantly change 6mA level in testes of their Drosophila hosts , 


and thus result in death of early embryos derived from Wolbachia-infected males and uninfected females. 


Key words: Drosophila melanogaster; Wolbachia; 6mA modification; DMAD; testis; ovary; embryo 


DNA 甲 基 化 是 生物 体 中 一 种 重要 的 基因 修饰 
方式 ,是 表 观 遗传 学 的 重点 研究 内 容 之 一 。DNA Hi 
基 化 修饰 可 参与 调控 基因 的 表达 和 可 变 剪 切 ,与 生 
物体 的 生长 .发育 .生殖 等 重要 的 生物 学 功能 密切 相 
Æ (Lloyd, 2000; Jones and Baylin, 2002; Tyer et al., 
2016 ), DNA 甲 基 化 在 生物 体内 主要 形成 5- 甲 基 
胞 喀 啶 (SmC) 和 6- HAE RIT (6mA) 。 目 前 ,研究 
者 们 对 于 甲 基 化 的 研究 取得 了 重要 进展 ,然而 这 些 
研究 主要 集中 于 细菌 .植物 和 高 等 动物 等 中 ,对 于 无 
兰 椎 动物 如 昆虫 中 的 甲 基 化 的 研究 较 少 ( Glastad et 
al.，2016 ) 。 最 初 ,人们 认为 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 是 一 种 缺乏 DNA 甲 基 化 的 模式 生物 
(Urieli-Shoval et al., 1982) 。 然 而 ,随后 的 研究 发 
JL, ERIE Drosophila 中 也 存在 DNA. 甲 基 化 修饰 系 
统 , 并 检测 到 2 个 与 5mC 形成 相关 的 基因 ,分 别 是 
甲 基 转 移 酶 基因 (dDpnmi2) 和 甲 基 结合 蛋白 基因 
(dMBD2/3) ( Hung et al., 1999; Tweedie et al., 
1999; 郭 欣欣 等 , 2011) ,其 中 dDNMT2 被 认为 是 果 
晶 中 唯一 的 DNA 甲 基 转 移 酶 。 

近年 来 ,研究 者 发 现 6mA 在 原核 生物 以 及 一 些 
低 等 的 真 核 生 物 中 丰 度 很 高 ,但 在 高 等 真 核 生 物 基 
因 组 中 的 含量 极 低 ,这 使 得 对 高 等 真 核 生物 的 6mA 
人 研究 更 加 困难 (Luo et al., 2015) 。 黑 腹 果 晶 中 6mA 
的 含量 大 约 只 有 0.001% ~ 0.0796 ,并 且 在 胚胎 发 
育 过 程 中 处 于 动态 变化 状态 。 早 期 胚胎 中 ,6mA 水 
平 较 高 ,在 0.75 h 左右 达到 最 高 ,之 后 迅速 下 降 。 此 
外 ,6mA 在 果 蝇 成 体 组 织 如 脑 和 卵 梨 中 也 较 低 ,与 晚 
期 胚胎 表达 水 平 相当 (Zhang et al., 2015 ) 。 人 研究 者 还 
发 现 , 果 蝇 的 细胞 核 提取 物 具 有 DNA 6mA 去 甲 基 化 
活性 ,其 与 6mA 甲 基 化 水 平 密切 相关 。 这 种 物质 被 





































































































鉴定 为 5mC 去 甲 基 化 酶 Tet50 的 同 源 物 ,因此 将 其 
命名 为 DNA 6mA 去 甲 基 化 酶 (DNA 6mA 
demethylase, DMAD) (Zhang et al., 2015), DMAD 
的 发 现 为 真 核 生 物 DNA. 甲 基 化 修饰 途径 的 研究 带 
来 了 新 的 方向 。 

沃 尔 巴克 氏 体 Wolbachia 是 一 种 广泛 存在 于 昆 
虫 体内 的 胞 内 共生 菌 ,可 以 通过 多 种 方式 来 调节 宿 
主 的 生殖 ( 熊 恩 娟 等 , 2014; 陶 云 荔 等 , 2015; 李 培 
光 等 , 2015; KKS, 2016) ,其 中 最 常见 的 方式 就 
是 诱导 昆虫 宿主 产生 精 卯 细胞 质 不 亲 和 
(cytoplasmic incompatibility, CI) , 即 感染 Wolbachia 
的 雄性 与 未 感染 或 感染 不 同 品系 Wolbachia 的 雌性 
宿主 交配 后 ,胚胎 不 能 正常 发 育 , 于 早期 死亡 。 而 感 
染 同 种 Wolbachia 的 雌雄 宿主 交配 后 , 却 能 正常 产生 
后 代 ( 张 艳 凯 等 , 2015; Beckmann et al., 2017), H 
前 ,关于 CI 的 分 子 机 制 仍 处 于 探索 中 。 已 有 研究 表 
HH ,产生 CI 的 原因 可 能 是 Wolbachia 对 宿主 的 精 核 
进行 了 “修饰 ”, 从 而 使 父 本 染色 体 产生 一 系列 的 改 
变 。 当 修饰 后 的 精子 进入 到 含有 同 种 Wolbachia 的 
卵子 中 时 , 卵 中 的 同 种 Wolbachia 能 够 挽救 被 * 修 
饰 " 了 的 精 核 , 从 而 使 得 配子 之 间 可 以 相互 融合 产 
生 后 代 。 如 果 被 Wolbachia "修饰 "过 的 精子 进入 到 
未 感染 的 卵子 中 ,由 于 卵子 中 没有 Wolbachia ,因此 
不 能 进行 挽救 ,导致 征 胎 发 育 停 浦 ,因而 无 法 正常 产 
生 后 代 ( Clark et al., 2003 ; Serbus et al., 2008; Yuan 
et al., 2015) 。 
由 于 DNA 甲 基 化 是 一 种 重要 的 修饰 途径 , 且 在 
精子 发 生 受精 后 精 核 解 凝 及 染色 质 重 组 .早期 胚胎 
发 育 等 过 程 中 有 重要 作用 ,因此 本 研究 采用 定量 
RT-PCR (qRT-PCR) 技术 探究 Wolbachia 感染 对 果 
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晶 性 腺 及 早期 豚 胎 DMAD 基因 的 表达 的 影响 , 旨 在 
为 进一步 探索 Wolbachia 诱导 昆虫 宿主 产生 CI 的 分 
子 机 制 提供 新 的 线索 。 





1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 来 源 

感染 wMel Wolbachia 的 H R i D. 
melanogaster ( Dmel wMel) 来 自 澳 大 利 亚 莫 纳 什 大 学 
( Monash University) Scott L. O'Neill 教授 实验 室 ,在 
本 实验 室 传代 保存 。 去 除 Wolbachia 的 黑 腹 果 蝇 作 
为 对 照 , 记 为 Dmel T。 果 晶体 内 的 Wolbachia 用 四 
环 素 处 理 去 除 ( Hoffmann et al., 1986) ,用 PCR 方法 
检测 Wolbachia 去 除 与 否 (Zheng et al., 2011b)。 将 
去 除了 Wolbachia 后 的 果 蝇 再 用 普通 培养 基 喂 养 6 
代 以 上 ,以 消除 四 环 素 处 理 对 果 蝇 其 他 方面 的 影响 
( Chrostek et al., 2013) 。 所 有 果 蝇 都 用 玉米 粉 -红糖 
培养 基于 25% 恒温 培养 箱 培养 。 
L2 试 虫 材料 收集 
由 于 Wolbachia 引起 的 CI 强度 会 随 着 雄性 日 龄 
的 增加 而 迅速 下 降 ,1 日 龄 雄 蝇 引 起 的 CI 强度 最 强 
(Zheng et al., 2011a), 而 3 日 d B ned Bp S A se 
全 成 熟 ,处 于 产 卵 高 峰 期 ,因此 为 研究 Wolbachia 感 
染 对 雄 、 雌 果 蝇 生殖 的 影响 及 与 CI 的 关系 ,分 别 收 
集约 50 头 Dmel wMel 和 DmelT 的 1 日 龄 雄 晶 和 3 
H ERR ,解剖 出 精 介 和 卵巢 ,用 于 后 续 的 基因 表达 
检测 实验 。 

收集 3 种 不 同类 型 的 胚胎 : (1) 来 自 Dmel T 
(8) x Dmel TT(9) 交 配 组 ,简称 TT, 未 感染 
Wolbachia, 可 正常 发 育 ,作为 对 照 组 ; (2) 来 自 Dmel 
T(6) x Dmel wMel ( 9 ) 交配 组 ,简称 TW, 感染 
Wolbachia 的 豚 胎 ,可 正常 发 育 ;(3) 来 自 Dmel wMel 
(ô ) x Dmel T (9 ) 交 配 组 ,简称 WT, 为 CI 胚胎 ， 
未 感染 Wolbachia ,不 能 正常 发 育 。 分 别 收集 各 交配 
组 产 下 的 0.5 h (中 面 豚 过 渡 前 ) .3 h (rPSERRIEUE 
期 )、6 h (中 串 胚 过 渡 后 ) 的 胚胎 ,检测 胚胎 中 
DMAD 的 表达 量 。 

胚胎 收集 方法 具体 如 下 :(1) 分 别 收取 3 Hs 
处 女 蝇 和 1 日 龄 雄 蝇 ,分 别 将 3 个 交配 组 TW, WT 
和 了 TT 按照 设计 的 模式 将 肉 雄 果 蝇 放 在 一 起 进行 交 
配 适 应 ,每 个 交配 组 放 雌 晶 约 200 3L, HERZ 250 
头 , 以 保障 交配 行为 的 发 生 ;(2) 交配 一 夜 后 ,将 果 
晶 转 移 到 葡萄 汗 收 集 盘 中 ,适应 h 左右;(3 ) 换 新 
的 收集 盘 , 开 始 计时 。0.5 h 胚胎 :从 新 收集 盘 放 入 




















































































































培养 箱 收 卵 时 开始 计时 ,0.5 h 后 收取 胚胎 ;3 h ffe 
Jia 7^ Bg 0.5 h 后 取出 收集 盘 , 将 收集 盘 放 置 培养 箱 
中 待 胚胎 发 育 3 h 后 收集 胚胎 ;6 h 胚胎 : 产 卵 0.5 h 
后 取出 收集 盘 , 将 收集 盘 放 置 培养 箱 中 竺 胚胎 发 育 
6 h 后 收集 胚胎 。 
1.3 RNA 的 提取 及 RT-PCR 检测 

用 Trizol RNA 提取 试剂 盒 ( invitrogen 公司 ) 提 
Jt Dmel T 和 Dmel wMel A8&B 1 HAHEN 3 H 
d ME SS dg S.D E DAR ARS Fe] ac BC ZH TR JG B5) s 
RNA。 在 测定 RNA 浓度 后 , 取 1 pg 总 RNA 样品 ， 
用 Oligo( dT) i 引物 (TaKaRa) 及 逆转 录 酶 M-MLV 
(Invitrogen 公司 ) 合成 cDNA 第 1 链 。 通 过 半 定 量 
RT-PCR 检测 模板 cDNA 的 质量 。 
1.4 基因 表达 的 实时 荧光 定量 PCR( qRT-PCR ) 检测 

本 实验 所 用 引物 的 序列 采用 Primer Premier 5 
软件 设计 ,由 北京 擎 科 新 业 生物 技术 有 限 公 司 合成 。 
引物 序列 : DMAD-F (5' -AGCCCGATGAAATCCCTG 
AG-3' ); DMAD-R (5'-AGACGAAGCCGTGCCCAA 
AT-3' ) 。7p49( 内 参 )-F (5 -CGGTTACGGATCGAA 
CAAGC-3'); rp49-R. (5' -CTTGCGCTTCTIGGAGG 
AGA-3'), 

选用 SYBR Green II Dye ,用 BIO-RAD 荧光 定量 
PCR 仪 进行 实时 荧光 定量 PCR。 反 应 体系 :SYBR 
PremixEx Taq10 pL, cDNA 模板 1 uL, 上 下 游 引 物 
(10 pmol/L) 0. 3 uL, HI ddH,O 补 至 20 pL。 反 
应 条 件 :95Y 预 热 30 s; 再 经 过 40 个 循环 ,每 个 循环 
过 程 为 95%C 10 s, 62C 30 s, 72C 20 s。 最 后 溶解 
曲线 从 55%C 到 98% 每 0.2% 读 1 s, 同 时 进行 ROX 
值 校正 。 反 应 结束 后 , 读 取 Ct 值 。 利 用 荧光 曲线 值 
和 Ct 值 就 可 以 计算 DMAD 基因 的 相对 表达 量 , 以 
rp49 基因 为 内 参 (Zheng et al., 2011b; LePage et 
al., 2014)。 基 因 相 对 表达 量 为 2.“" ,每 种 样品 至 
少 做 3 个 生物 学 重复 。 
1.5 数据 处 理 

数据 以 平均 值 + 标准 误 (mean + 上 SF) 表示 。 数 
据 分 析 采 用 SPSS14. 0 统计 分 析 软 件 完 成 , 用 
GraphPad Prism 软件 作 图 ,用 t- 检 验 比 较 基因 相对 表 
达 量 之 间 的 差异 显著 性 ,P <0.05 为 差异 显著 ,P < 
0.01 为 差异 极 显著 。 



























































2 结果 
2.1 Wolbachia 感染 对 果 蝇 性 腺 中 DMAD 表达 的 
影响 

















为 了 探究 Wolbachia 感染 是 否 影 响 果 蝇 性 腺 中 
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的 6mA 甲 基 化 水 平 ,从 而 影响 了 基因 的 表达 ,我 们 
首先 采用 qRT-PCR 技术 检测 了 Wolbachia 感染 和 未 
感染 果 晶 精 俩 和 卵 梨 中 DMAD 的 表达 差异 。 结 果 
发 现 ,在 未 感染 Wolbachia 的 果 量 中 , 精 梨 DMAD 基 
因 的 表达 水 平 显著 高 于 卵巢 (P < 0. 05), Æ 
Wolbachia 感染 的 果 晶 中 RE DMAD 基因 的 表达 水 
平 则 极 显著 高 于 卵 梨 (已 <0.01) , Wolbachia 感染 
对 卵巢 中 DMAD 的 表达 水 平 没有 显著 影响 ,然而 ， 
FE Wolbachia 感染 的 果 晶 精 划 中 ,DMAD 基因 的 表达 
量 极 显著 高 于 未 感染 的 果 蝇 精 梨 (PP <0.01) (图 
1) 。 这 一 结果 表明 , Wolbachia 感染 能 够 显著 上 调 果 




















蝇 精 集中 DMAD 的 表达 。 
2.2 不 同 交配 组 胚胎 发 育 过 程 中 DMAD 表达 的 动 
态 变化 





由 于 Wolbachia 感染 引起 昆虫 宿主 产生 的 最 普 
遍 的 表 型 就 是 CI, 为 了 研究 CI 胚胎 致死 的 原因 ,我 
们 研究 了 不 同 交配 组 胚胎 不 同 发 育 时 期 DMAD 的 
表达 量 的 动态 变化 ,结果 如 图 2 所 示 。 在 对 照 组 胚 
台 (TT) 中 , DMAD 的 表达 量 在 发 育 早期 (0.5 h, 3 
h) 都 比较 低 ,而 在 6 h ( rp E SE ) 则 极 显著 上 
调 (P <0.01) (图 2: A); Æ TW 胚胎 (感染 
Wolbachia 的 胚胎 ,能 正常 发 育 ) 中 ,DMAD 的 表达 量 
在 发 育 早期 (0.5 h, rp ast pes ni ) 也 比较 低 ,但 在 
胚胎 发 育 至 3 h (中 圳 胚 过 渡 期 ) 则 极 显 著 上 调 ,在 
中 圳 胚 过 渡 后 略 有 下 降 ， 但 也 极 显 著 高 于 0.5 h fif 
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全 (图 2; B) ;而 在 WT (CI 胚胎 ,大 部 分 致死 ) F, 
DMAD 的 表达 水 平 在 0.5 h 较 低 ,在 胚胎 发 育 至 3 h 
(中 宫 豚 过 渡 期 ) 略 有 升 高 ,与 0.5 h 胚胎 没有 显著 
差异 ,但 在 中 吉 豚 过 渡 后 (6 h) 则 极 显著 上 调 ( 图 2: 
C). 
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图 1 Wolbachia 感染 对 黑 腹 果 晶 性 腺 
DMAD 表达 量 的 影响 
Fig. 1 Effect of Wolbachia infection on DMAD expression 


in the gonads of Drosophila melanogaster 
Dmel TO; RRP Rd DE St Ovaries from uninfected D. melanogaster; 
Dmel wMelO ; 感染 wMel Wolbachia [ij E Wü BH H Ovaries from D. 
melanogaster infected with wMel Wolbachia; Dmel TT; REKRY: Hh 
{i Testes from uninfected D. melanogaster; Dmel wMelT; 感染 wMel 
Wolbachia Bj WR Hi Testes from D. melanogaster infected with wMel 
Wolbachia. * P «0.05; " P «0.01 (检验 t-test). 
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图 2 黑 腹 果 晶 各 交配 组 胚胎 不 同 发 育 阶段 DMAD 表达 水 平 的 动态 变化 


Fig. 2 The dynamics of DMAD expression in different developmental stages of embryos derived from 














each of three cross types of Drosophila melanogaster 
TT: 3€ E Dmel T ( 8 ) x Dmel T ( 9 ) 交 配 组 的 胚胎 Embryos from Dmel T ( 6 ) x Dmel T ( 9 ) cross group; TW; X Á Dmel T ( 6 ) x Dmel Mel 
( 9 ) 交 配 组 的 胚胎 Embryos from Dmel T ( 6 ) x Dmel wMel ( 9 ) cross group; WT; 来 自 Dmel wMel (6 ) x Dmel T ( 9 ) 交 配 组 的 CI 上 胚胎 CI 
embryos from Dmel wMel (6 ) x Dmel T ( 9 ) cross group. * P «0.05; * P «0.01 (检验 t-test). 
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2.3 不 同 交配 组 胚胎 相同 发 育 期 DMAD 的 表达 
差异 
为 进一步 研究 CI 胚胎 和 正常 发 育 胚胎 的 差异 ， 
我 们 又 比较 了 不 同 交配 组 胚胎 相同 发 育 期 DMAD 
的 表达 水 平 ,结果 如 图 3 所 示 。 在 0.5 h 的 胚胎 中 ， 
TT 对 照 组 和 携带 Wolbachia 且 能 正常 发 育 的 TW 胚 
台中 , DMAD 表达 水 平 都 较 低 ,而 在 WT 交配 组 的 CI 
胚胎 中 ,DMAD 的 表达 量 极 显著 高 于 TT 和 TW 胚胎 
(图 3: A, P<0.01) ;在 3 的 胚胎 中 ,TT 的 DMAD 











表达 水 平 仍然 较 低 ,而 TW 和 WT 中 DMAD 的 表达 
量 都 极 显著 高 于 TT 组 (图 3: B, P<0.01); 然 而 ， 
当 上 胚胎 发 育 6b 后 ,DMAD 在 TT 对照 组 中 表达 量 较 
高 ,而 在 TW 和 WT 胚胎 中 的 表达 量 均 显著 低 于 对 
照 组 胚胎 (图 3: C, P<0.01), 且 WT 组 的 CI 胚胎 
中 DMAD 表达 量 最 低 (P <0.01)。 这 些 结果 表明 ， 
在 果 昌 胚胎 发 育 早期 的 不 同 阶段 , DMAD 在 不 同类 
型 胚胎 中 的 表达 量 出 现 显 著 差 异 。 
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Fig. 3 Comparison of DMAD expression in the same developmental stage of embryos derived from 








different cross types of Drosophila melanogaster 
A: 0.5 h jja P DMAD 的 相对 表达 水 平 Relative expression levels of DMAD in embryos at 0. 5 h; B; 3 h fifa, DMAD 的 相对 表达 水 平 Relative 





expression levels of DMAD in embryos at 3 h; C; 6 h 胚胎 中 DMAD 的 相对 表达 水 平 Relative expression levels of DMAD in embryos at 6 h. TT; 来 自 











Dmel T (6 ) x Dmel T ( 9 ) 交 配 组 的 胚胎 Embryos from Dmel T ( 8 ) x Dmel T ( 9 ) cross group; TW: X É] Dmel T ( 6 ) x Dmel wMel ( 9 ) 交 配 
组 的 胚胎 Embryos from Dmel T ( à ) x Dmel wMel ( 9 ) cross group; WT; X É] Dmel wMel ( 8 ) x Dmel T ( 9) 交配 组 的 CI 胚胎 CI embryos from 
Dmel wMel (6 ) x Dmel T ( 9 ) cross group. * P«0.05; * P«0.01 (检验 t-test). 


3 讨论 


以 往 的 研究 表明 ,高 等 真 核 生物 基因 组 中 的 
6mA 含量 极 低 , 其 甲 基 化 方式 主要 是 SmC , 而 6mA 
只 在 原核 生物 以 及 一 些 低 等 真 核 生物 中 丰 度 较 高 
( Greer et al., 2015) 。 在 原核 生物 中 ,6mA 对 基因 组 
进行 DNA 修饰 ,以 区 分 自身 DNA 和 外 来 病原 体 
DNA, 并 且 通 过 限制 修饰 系统 (restriction- 
modification system) 保护 宿主 基因 组 。 在 这 个 系统 
中 ,6mA 甲 基 化 酶 可 以 修饰 宿主 DNA, 并 协助 宿主 
自 喘 基因 组 抵制 自身 限制 性 酶 的 消化 ,而 外 来 DNA 
则 会 被 宿主 中 的 限制 性 酶 识别 并 清除 。 除 此 之 外 ， 
6mA 还 参与 细菌 DNA. 的 复制 和 修复 、 转 座 、 基 因 调 
控 等 过 程 (Wion and Casadesús, 2006) 。 然 而 ,近年 























来 的 研究 发 现 ,6mA 在 真 核 生 物力 至 高 等 哺乳 动物 
发 育 过 程 中 都 发 挥 重 要 作用 (Greer et al., 2015; 
Zhang et al., 2015; Liu et al., 2016; Wu et al., 
2016), 

H FAHER Wolbachia 感染 能 够 对 昆虫 宿主 
产生 多 方面 影响 ,其 中 最 普遍 的 现象 是 对 精子 产生 
修饰 作用 进而 影响 胚胎 发 育 , 即 诱导 产生 CI。 已 有 
研究 表明 ,过 量 表 达 或 敲 除 果 蝇 的 DNA. 甲 基 化 转移 
酶 基因 Dnmi2 既 没 有 诱导 也 没有 增加 CI 的 强度 
( LePage et al., 2014) ,似乎 表明 Wolbachia 感染 与 窒 
主 果 蝇 的 基因 甲 基 化 及 Cl 没有 联系 。 然 而 , Dnmt2 
仪 与 5mC 甲 基 化 相关 。 为 了 研究 Wolbachia 感染 是 
和 否 影响 果 蝇 6mA 甲 基 化 从 而 导致 精子 发 生 异 篆 而 
产生 Cl, 本 研究 首先 检测 了 感染 Wolbachia 对 果 蝇 
性 腺 中 DMAD 表达 的 影响 。 结 果 显 示 , Wolbachia 感 















































11 ji 张 ” 维 等 ; 话 尔 巴克 氏 体感 娄 对 黑 腹 果 晶 性 腺 和 早期 豚 胎 DNA 6mA 去 甲 基 化 酶 基因 DMAD 表达 的 影响 。 1297 

















染 能 够 极 显 车 上 调 果 蝇 精 巢 中 DMAD 的 表达 水 平 ， 
而 对 卵巢 中 DMAD 的 表达 水 平 无 显著 影响 。 这 表 
HH , Wolbachia 感染 可 能 使 得 精 业 中 DNA. 的 6mA H 
基 化 发 生 了 重要 改变 ,导致 宿主 果 蝇 精 集 中 DNA 的 
6mA 甲 基 化 水 平 下 降 。 由 于 在 果 蝇 中 6mA 的 甲 基 
化 水 平 与 基因 表达 呈正 相关 关系 (Zhang et al., 
2015; Luo et al., 2015) , 这 一 结果 表明 , Wolbachia 
感染 会 导致 宿主 果 蝇 精 介 基因 表达 下 调 ,这 与 我 们 
前 期 通过 microarray 和 比较 蛋白 组 学 技术 研究 的 结 
果 (Zheng et al., 2011b; Yuan et al., 2015) 一 致 ， 
Wolbachia 感染 导致 宿主 果 蝇 精 集 中 许多 与 雄性 生 
殖 ( 特 别 是 精子 发 生 ) 相关 的 基因 表达 下 调 , 从 而 影 
响 果 晶 的 精子 发 生 , 进 而 导致 雄性 育 性 缺陷 。 此 外 ， 
本 研究 还 发 现 , 无 论 是 在 未 感染 还 是 在 感染 
Wolbachia 的 果 蝇 中 , 精 并 中 DMAD 的 表达 水 平 都 显 
著 高 于 卵 梨 ,提示 精 集中 6mA 甲 基 化 水 平 显著 低 于 
卵巢 ,这 与 斑马 鱼 和 猪 中 的 研究 结果 相似 ,该 研究 发 
现 ,在 斑马 鱼 和 猪 中 ,卵子 中 6mA 的 水 平 要 比 精子 
高 数 倍 (Liu et al., 2016) 。 但 这 与 斑马 鱼 卵 母 细胞 
中 5mC 甲 基 化 水 平 低 于 精子 (Jiang et al., 2013) 相 
反 , 表 明 DNA 的 5mC 甲 基 化 和 6mA 甲 基 化 在 生殖 
细胞 的 发 生 和 胚胎 发 育 过 程 中 具有 不 同 的 作用 。 然 
而 ,由 于 5mC 甲 基 化 水 平 与 基因 表达 呈 人 负 相 关 关 
系 , 因 此 ,这 些 结果 都 说 明 卵 党 中 基因 表达 要 比 精 集 
活跃 ,这 可 能 因为 卵子 发 生 过 程 中 需要 储备 大 量 的 
RNA 和 蛋白质 供 早期 胚胎 所 用 ,而 精子 发 生 过 程 中 
精 核 逐渐 浓缩 以 减 小 体积 便于 运动 。 

为 了 进一步 研究 Wolbachia 诱导 昆虫 宿主 产生 
CI 是 否 与 6mA 甲 基 化 相关 ,我 们 检测 了 同类 胚胎 
不 同 发 育 时 期 DMAD 表达 水 平 的 动态 变化 。 结 果 
显示 ,在 对 照 组 胚胎 (TT) P, rp REGERE BRI np E 
胚 过 渡 期 的 胚胎 中 DMAD 表达 量 均 比较 低 , 而 在 中 
喜 豚 过 渡 后 的 豚 胎 (6 h) 中 DMAD 表达 量 迅速 增 
加 。 在 可 正常 发 育 的 TW 胚胎 中 ,DMA4D 的 表达 水 
平 在 中 圳 胚 过 渡 期 就 极 显 车 升 高 。 在 不 能 正常 发 育 
的 CI (WT) 胚胎 中 , 随 着 发 育 的 进行 DMAD 表达 水 
平 在 产 卵 后 6 h 的 胚胎 中 最 高 。 在 这 3 组 胚胎 中 ， 
随 着 胚胎 发 育 的 进行 ,DMAD 表达 水 平 都 逐渐 增高 ， 
表明 6mA 的 水 平 逐 渐 降 低 。 对 于 对 照 组 TT 胚胎 和 
WT 组 CI 而 言 ,都 是 在 产 卵 后 6 h 的 胚胎 期 ,DMAD 
表达 水 平 最 高 ,这 与 Zhang 等 (2015 ) 的 研究 结果 一 
致 。 而 在 TW 组 胚胎 中 ,虽然 0.5 h 的 胚胎 中 DMAD 
表达 水 平 也 较 低 ,但 在 3 h 的 胚胎 中 DMAD 表达 水 
平 就 迅速 达到 最 高 , 极 显著 高 于 0.5 h 的 胚胎 。 这 
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表明 ,早期 胚胎 ( 产 卵 后 0 -3 h) 中 DMAD 表达 水 平 
可 能 与 母 本 有 关 , 因 为 TT 和 WT 胚胎 的 母 本 都 是 未 
感染 的 Dmel T, ij TW 胚胎 的 母 本 是 感染 Wolbachia 
的 Dmel wMel。 这 也 说 明 ,TW 胚胎 之 所 以 能 正常 发 
育 ,可 能 是 由 于 受精 后 胚胎 中 的 DMAD 表达 水 平 迅 
速 升 高 , 即 6mA 水 平 迅 速 降低 ,使 得 胚胎 中 来 自 正 
常 父 本 与 带 有 Wolbachia 母 本 的 遗传 物质 发 育 速 度 
在 中 宫 豚 过 渡 期 得 以 协调 ,胚胎 能 够 继续 正常 发 育 。 
而 在 WT 组 的 CI 胚胎 中 ,早期 胚胎 ( 产 卵 后 0 -3 h) 
中 DMAD 表达 水 平 较 低 ,说 明 6mA 水 平 较 高 ,基因 
表达 较 后 期 胚胎 更 活跃 ,胚胎 中 来 自 带 Wolbachia 的 
父 本 和 来 自 正 常 母 本 的 遗传 物质 发 育 速 度 无 法 协 
调 , 因 而 影响 到 胚胎 发 育 的 正常 进行 ,进而 导致 发 育 
停滞 。 已 有 研究 发 现 ,在 CI AF, KAEA 
Wolbachia 的 父 本 染色 体 发 育 速度 较 慢 , 与 来 自 未 感 
Ht Wolbachia 的 母 本 染色 体 发 育 速度 不 一 致 
(Landmann et al., 2009) ,导致 第 一 次 核 分 裂 时 来 自 
父 本 的 染色 体 不 能 与 母 本 染色 体 同步 分 离 进 入 纺锤 
体 两 极 , 因 此 CI 胚胎 不 能 正常 发 育 。 

对 相同 发 育 期 不 同 胚 胎 中 DMAD 的 表达 水 平 
分 析 发 现 , 在 产 卵 后 0. 5 h 的 胚胎 中 ,TT 对 照 组 和 
可 以 正常 发 育 的 TW 组 DMAD 表达 水 平 都 较 低 ,这 
与 Zhang 等 (2015 ) 的 研究 结果 一 致 ,表明 此 时 这 两 
类 胚胎 中 6mA 水 平 较 高 ,基因 表达 相对 CI 胚胎 来 
说 较为 活跃 。 而 WT 交配 组 的 CI 胚胎 中 , DMAD R 
达 量 极 显著 高 于 前 二 者 ,表明 此 时 CI 胚胎 中 6mA 
水 平 较 低 ,基因 表达 相对 前 面 两 类 豚 胎 不 太 活 跃 。 
而 此 时 ,胚胎 中 的 核 分 裂 应 该 正在 快速 进行 , 低 水 平 
的 6mA 可 能 导致 CI 豚 胎 核 分 裂 异 常 ,因而 胚胎 不 
能 正常 发 育 。 

总 之 ,本 研究 首次 发 现 , Wolbachia 感染 引起 宿 
cx SH DMAD 基因 表达 极 显 著 上 调 ,表明 
6mA 水 平 极 显 车 下 调 。 由 于 6mA 可 促进 转 座 子 的 
表达 ,6mA 水 平 下 调 可 能 引起 转 座 子 表达 下 降 , 从 

影响 到 精子 的 正常 功能 , 导致 其 与 未 感染 
Wolbachia 的 卵子 受精 后 ,上 胚胎 不 能 正常 发 育 , 即 产 
^E CI 表 型 。 本 研究 组 正在 进行 的 6mA 甲 基 化 测序 
将 为 Wolbachia 感染 引起 昆虫 宿主 产生 CI 的 分 子 机 
制 研究 以 及 Wolbachia 与 宿主 相互 作用 关系 的 深入 
研究 提供 新 的 线索 。 
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